


























                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,700,000 0 2,700,000 






































研究課題名（英文）Study on molecular imaging for tumor-specific acetate metabolism 
 
研究代表者 


































carcinoma, LLC1 (LLC); melanoma, B16; 





い、1 well あたり 5 × 104細胞を 1 ml の
Dulbecco’s mmodified Eagle’s  (DME) 培
地（10 % Fetal bovine serum, antibiotics
添加）中、常酸素条件下(CO2培養庫, 5% CO2 in 
air, 37 °C)で、24h 前培養した。その後、
新たな DME 培地に入れ替え、常酸素条件下及
び低酸素条件下（Personal Multi Gas 
Incubator [Astec], 1.2% O2, 93.8% N2 and 5% 
CO2）で 24h 培養した。培養培地を回収し、イ
オンクロマトグラフィー法［ion 
chromatography (Shimadzu); ICSep ION-300 
ion-exclusion column (300 × 7.8 mm i.d., 
Transgenomic); flow rate 0.4 ml/min; 
temperature 70 °C; eluent 0.0085 N H2SO4; 





た細胞（LLC, B16, Colon, C127I, 3T3）（1–6 
× 106 cells）を回収し、Micro-to-Midi total 
RNA purification system (Invitrogen Life 
Technology) を用いて RNA の精製を行った。
これを用い、リアルタイム定量 RT-PCR 法を
用いて遺伝子の発現解析を行った。解析には、
comparative CT method を用い、内部標準に
はβ-actin を用いた。また、反応は、ABI PRISM 
7000 sequence detection system (Applied 
Biosystems)を用いて行い、反応試薬には
Taqman One-Step RT-PCR Master Mix reagents
及び Taqman gene expression assays 





Mission lentiviral transduction particles 
(SHVRS-NM 019811; Sigma) を用いて遺伝子
導入を行い、Acss2 ノックダウンがん細胞株
を作成した。また、コントロールには
Non-targeting shRNA (SHC002V, Sigma)を用
いた。Puromycin を用い、安定導入がん細胞









24-well plates を用い、1well あたり 5 × 105










(2) in vivo での酢酸産生過程の役割 
（１）で作成した ACSS２ノックダウンがん細
胞をヌードマウスの植える移植実験を行っ
た。実験には 6週齢 BALB/c Slc-nu/nu male 
nude mice （Japan SLC）を用いた。マウス
大腿部皮下に PBS に懸濁した RNAi がん細胞



















検討した。まず、細胞を 24-well plates に
播き、24h 前培養した。このとき、増殖速度
を考慮し、1well あたり LLC, B16, Colon は
5 × 104 細胞, C127I は 8 × 104 細胞, 3T3




2h 又は 6h 低酸素処理を施した後、37kBq[14C]
酢酸添加培地に交換後、1h低酸素下で培養し
た。その後、それぞれにつき培地を除去し、


















ACSS2 の発現を図 2に示す。 
様々な酢酸代謝に関係が予想される酵素
の遺伝子発現を調べたところ、細胞質性の

















図 2．がん細胞における ACSS2 発現 




































図 4．がん細胞における ACSS2 ノックダウン
に伴う酢酸産生の減少 
図 5. ACSS2 ノックダウンによりがん細
胞の低酸素生存が抑制される 
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